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(§) Es wird die Verwendung einer Kombination aus Folsaure, 
Vitamin Bg und Vitamin B^j Vorbeugung von Nervende- 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung einer Kombination, bestehend aus Foisaure, Vitamin Be und Vitamin 
Bi2 zur Vorbeugung vx>n Nervendegenerationserkrankungen und Altersdementia. 
5 Wahrend die erfindiingsgemaB angesprochene medizinische Indikation bisher in der Hauptsache nur sympto- 
matisch behandelt wurde, soli mit Hilfe der vorgeschlagenen Vitaminkombination ein kausal wirksames Behand- 
lungsverfahren zur Verfugung gestellt werden. 

Ein Kombinationspraparat, bestehend aus Folsaure, Vitamin Be und Vitamin Bt2 ist bisher erfolgreich einge- 
setzt worden zur Behandlung peripherer Neuropathien. Vitamin-Mangelzustanden, Durchblutungsstorungen, 
10 Kachexien und Leberschaden. 

Untersuchungen zum EinfluB der genannten Vitamine auf den intermediaren Stoffwechsel haben gezeigt, daB 
sie insbesondere als Cofaktoren im Schwefelaminosaure-Metabolismus und damit im essentiellen C— 1-Methyl- 
stoffwechsei von Bedeutung sind. Es ist bekannt, daB die genannten Vitamine Co-Faktoren bestimmter Enzyme 
sind, und daB sie in einigen Fallen katalytische Zentren bedeutender Enzyme des intermediaren Stoffwechsels 
15 darstellen. Oberraschenderweise hat sich ergeben, daB zahlreiche Vitaminmangelzustande mit Krankheiten 
korreiieren, mit denen man sie primar ttberhaupt nicht in Verbindung gebracht hatte. 

Unter bestimmten StreBbedingungen (auBergewohnliche Leistung, Infektionen. Intoxikationen, Traumatisie- 
rung, operative Eingriffe und insbesondere Seneszenzprozesse) ist der menschliche Organismus gezwungen. 
diesen Angriffen auf dem Niveau der Zelle bzw. des Gewebes zu begegnen. Diese Angriffe. so stellte man fest. 
20 sind fast immer oxidativer (und im AnschluB daran hydrolytischer) Natur. Im Normalfall genugt die im Korper 
zur Verfugung stehende Menge an Antioxidantien sowie an antioxidativ wirkenden Enzymen, um den Angriffen 
zu begegnen. Bei ausgewogener Ernahrung werden dem Korper z. B. genugend Hilfsvitamine des antioxidativen 
Metabolismus(Flavonoide, Pro- Vitamine) zugefuhrt. 

Unter den oben erwahnten Stressbedingungen wird jedoch vom Stoffwechsel eine Sonderleistung verlangt: er 
25 muB nicht nur die momentane Stressituation bewaltigen, sondern gleichzeitig die, bei diesen Stressvorgangen 
erzeugten Metaboliten ausscheiden und geschadigte oder zerstorte Zellen und Gewebebereiche reparieren. Von 
der Geschwindigkeit und VoIIstandigkeit des Reparaturmetabolismus hangt es in besonderem MaBe ab, ob die 
ursprungliche Leistungsfahigkeit des Gewebes oder der Organe wieder hergestellt werden kann. Hinsichtlich 
dieser Reparaturmechanismen sind die Vitamine Folsaure, Be und B12 von besonderer Bedeutung. In ihrer 
30 metabolischen Funktion als Katalysatoren sind sie nicht nur einzein wirksam, sondern arbeiten kooperativ. 
Zusammen mit weiteren Vitaminen» namlich den Vitaminen E. C und A» sind sie in besonderem MaBe verant- 
wortlich fur die VoIIstandigkeit der Wiederherstellung gestorter und zerstorter Gewebe- oder Organbereiche. 
Eine derartige synoptische Sicht des Vitaminstatus hat man erst in den letzten Jahren gewonnen. 

Zu den einzelnen Vitaminen der hier zur Diskussion stehenden Kombination ist folgendes auszufuhren: 
35 a) Folsaure kann verschiedene Oxidatdionsstufen der Ci-Ubertragungseinheiten von bestimmten Donatoren 
auf spezielle Akzeptoren transferieren. Dadurch besitzt Folsaure einen bedeutenden EinfluB auf den Aminosau- 
remetaboiismus, wobei sowohl Auf- als auch Abbaureaktionen der Aminosauren betroffen sind 

Besonders die Bildung der fundamental bedeutenden Aminosauren Glycin. Serin und Methionin wird durch 
Folsaure- sowie auch B|2-katalysierte Reaktionen metabolisiert Folsaure ist daruber hinaus auch am Histidinab- 
40 bau und an der Glutaminsauresynthese beteiligt Die Verbindung Formyl-methionin ist auBerdem der Initiator 
der Proteinsynthese, da sie die erste Aminosaure eines fast jeden neu synthetisierten Proteins darstellt. Auch in 
die Hamoglobinsynthese und den Aufbau von Phospholipiden des Nervengewebes greift die Folsaure ein. 

In den meisten Nahrungsmittein, wie z. B. Leber, Hefe, Getreidekorner. Orangensaft, usw., sind groBe Folsau- 
remengen vorhanden. Die Verfugbarkeit der Folsaure aus Lebensmitteln betragt aber nur 30 bis 80%. Der 
45 Folsaurebedarf ist damit ca. lOOmal hoher als der Bedarf an Vitamin B12, wobei hinzukommt, daB Folsaure 
wesentlich labiler ist und verhaltnismaBig schlecht retiniert wird. 

Im Harn werden taglich zwischen I und 10 \Lg Folsaure ausgeschieden. Der minimale Tagesbedarf liegt bei 
etwa 50 [xg, was einer benotigten Zufuhr von mindestens 100 ^tg entspricht Empfohlen werden 400 \ig Folat pro 
Tag. 

50 Diese empfohlene Mindestmenge wird z. B. in der Bundesrepublik nicht ohne weiteres erreicht Es ist daher 
nicht verwunderlich, daB Folsauremangel zu den haufigsten Avitaminosen gehoren, die man allgemein in den 
Industriestaaten beobachtet. Als Mangelerscheinungen treten eine verminderte Erythrozyten-Konzent ration 
sowie Storungen der Morphologic von neutrophilen Granulozyten auf. 

b) Vitamin Be (Pyridoxin, Pyridoxinphosphat. Pyridoxal. Pyridoxalphosphat, Pyridoxamin oder Pyridoxamin- 

55 5-phosphat) hat eine zentrale Funktion im intermediaren Aminosaurestoffwechsel und ist Cofaktor von Trans- 
aminasen, die vielfach Schliisselenzyme darstellen. Bei einer ausgewogenen Ernahrung besitzt der Organismus 
genugend Vitamin Be, um die erforderlichen Reaktionen ungestort und sattigend katalysieren zu konnen. Ein 
Sonderfall ist der Erythrozyt, der besonders wirksam Vitamin Be anreichert. Vitamin Be wird dabei an Hamoglo- 
bin gebunden und besitzt eine wichtige Funktion bei der Freisetzung des Sauerstoffs. 

60 Der Vitamin Be-Stoffwechsel wird vor allem durch die Pyridoxalkinase, die Aldehydoxidase, die Pyridoxamin- 
phosphatoxidase und die alkalischen Phosphatasen getragen. Der menschliche Korper besitzt als Pool etwa 
lOOmg Vitamin Be- Davon werden ungefahr 2 mg/Tag mit dem Urin ausgeschieden. Bei Alkoholikern wird 
neben einer beschleunigten Metabolisierung auch eine reduzierte Synthese des Pyridoxalphosphates beobach- 
tet. Auch bei zahlreichen Erkrankungen tritt ein verstarkter Katabolismus von Vitamin Be auf. Eine Akkumula- 
tion von Vitamin Be im Korper verlauft ohne toxische Nebenwirkungen, denn die Toxizitat von Vitamin Be ist 
sehr gering. 

Eine verstarkte Aufnahme und Speicherung von Vitamin Be ist deshalb von zentraler Bedeutung fiir den 
Aminosaurestoffwechsel, fur die Biosynthese von Porphyrinen. die Quervernetzung des Bindegewebes (Verstar- 
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kung der elastischen Eigenschaften) fiir muskulare Funktionsleistungen sowie fiir die Interaktion mit diversen 
Hormonrezeptoren, Vitamin steilt auch einen Neurotransmitter dar. In neuerer Zeit glaubt man auch» daB 
Vitamin Be EinfluB auf die Blutgerinnung hat, wobei ihm eine anti-arteriosklerotische Funktion zugeschrieben 
wird. 

Stoffwechseidefizite an Vitamin Be auBem sich primar als Homocystinamie, Hyperglycinamie und Hyperhisti- 5 
dinamie. Diese Mangelsymptome werden insbesondere bei bestimmten Risikogruppen schneller erreicht Dazu 
gehoren ll a, Senioren, bei denen trotz einer normalen Ernahrung der Vitamin Be-Status nicht aufrechterhaiten 
wird. 

c) Vitamin B12 ist im Korper, besonders in der Leber, in der Niere, in der Miiz und im Gehirn angereichert. 
Seine Halbwertszeit in der Leber betragt 400, im Plasma dagegen nur 5 Tage. Bei parenteraler Gabe bis zu I mg 10 
werden 50 bis 75% innerhalb von 2 Tagen ausgeschieden. 

Die biochemische Funktion von Vitamin B12 beruht im wesentiichen auf einer Obertragung von Methyigrup- 
pen auf verschiedene Akzeptormolekiile. Dies erfolgt in Kooperation mit Folsaure, wobei Vitamin B12 im 
wesentiichen an der Regenerierung von Tetrahydrofolsaure beteiligt ist Eine zentrale Bedeutung hat Vitamin 
B|2 bei der Synthese von Thymidin sowie im Biosyntheseweg des Methionins. Hier werden zwei zentrale 15 
Funktionen beim Reparaturstoffwechsel angesprochen: Thymidin wird bei oxidativen Angriffen (Mutagenese) 
bevorzugt verandert, wobei Storungen in der Erbsubstanz, welche die korpereigenen Proteine codiert, auftreten. 
Die Reparatur solcher Storungen ist also Vitamin Bn-abhangig. 

AuBerdem spielt das Methionin als Schwefelaminosaure eine wichtige Rolle in bestimmten Enzymfunktionen 
bzw. bei der Obertragung von Methyigruppen. Die Inaktivierung des Methionins durch Oxidation zum entspre- 20 
chenden Sulfoxid hat weitreichende Folgen. Storungen im Methionin-Stoffwechsel wirken sich auf die Methylie- 
rung der Myelinbereiche aus. Somit sind auch Storungen im Lipidstoffwechsel teilweise auf einen Methionin- 
mangel zuriickzufuhren. 

In Abb. 1 und 2 ist schematisch die Beteiligung von B-Vitaminen, darunter Folsaure, Vitamin Be und Vitamin 
B12 am Intermediarstoffwechsel wiedergegeben. Dabei zeigt sich, daB die genannten B-Vitamine in entscheiden- 25 
der Weise den Intermediarstoffwechsel katalytisch beeinflussen. 

Wie bereits vorstehend ausgefuhrt, kooperieren Folsaure, Vitamin Be und Vitamin Bt2 als Cofaktoren im 
Schwefelaminosaure-Metabolismus und damit im essentiellen C— 1-Methylstoffwechsel. Storungen dieses Stoff- 
wechsels sind neben genetischer Pradisposition und N4angelernahrung vor allem als Funktionsverluste im Alter 
zu beobachten- Haufig sind solche Prozesse mit einem erhohten Homocystein(HC)-Spiegel korreiiert. 30 

Unabhangig davon findet man erhohte Homocystein-Spiegel bereits in Fallen von andauernder Miidigkeit, 
Unruhe und psychosomatischen Allgemeinbeschwerden. Als auffallige Krankheitsbilder konnten auBerdem bei 
erhohtem HC-Spiegel Arteriosklerose, senile Dementia. Parkinsonismus und Alzheimersche Krankheit beob- 
achtet werden. 

Erst durch neuere diagnostische Methoden (GC— MS, HPLC) im Bereich der Labormedizin und den damit 35 
verbundenen verifizierbaren bzw. objektivierbaren LaborkenngroBen konnte der Beweis angetreten werden, 
daB bei Gabe der erfindungsgemaBen Vitaminkombination pathologisch erhohte Metabolitenwerte, insbeson- 
dere von Homocystein, in Normbereiche gesenkt werden. 

Biochemisch sind es drei metabolisch unterschiedliche Bereiche, die mit einem erhohten HC-Gehalt in direk- 
ter Beziehung stehen: 40 

L Eine oxidative Schadigung durch Obergangsmetall-katalysierte HC-Oxidationen. Diese Oxidationen 
fiihren zu Proteinmodifikationen, Membranveranderungen und zur Cooxidation kleiner Molekule, wie 
Hydrochinone. 

Unter dem EinfluB der Spurenelemente Kupfer und/oder Eisen geht Homocystein in Homocystin uber 45 
unter Abspaltung von Wasserstoffperoxid (H2O2). Dieses ist endothel-toxisch. Erhohte Homocystein-Kon- 
zentrationen steiien daher einen Risikofaktor dar, zumal HC in der oxidativ empfindlichen, "atherogenen" 
LDL-Fraktion transportiert wird, Untersuchungen an Ratten und Affen haben gezeigt. daB es bei einem 
pathologisch erhohten Homocystein-Spiegel zu einer Verletzung der Intima kommt, was zu einer Ablosung 
des Endothels, zu einer Thrombozyten-Aggregation und zur (direkten und indirekten) Stimulation des 50 
gerinnungsfordernden Thrombozyten-ThromboxansTXB2 kommt. 

AuBerdem ist es ieicht verstandlich, daB eine aufgerauhte GefaBwand dem EinfluB von Liptden viel starker 
ausgesetzt ist. Aus der Literatur ist dariiber hinaus zu entnehmen, daB hohe HC-Spiegel die Thrombozyten- 
Aggregation fordert* 

2, Additionsreaktionen von HC-ThioIakton mit SH-, NH- und CHO-Gruppen, wobei wiederum Proteinmo- 55 
difikationen zu wenig effektiven Enzymen und/oder Rezeptoren fuhren konnen. 

3. Eine defizitare Methylierungssituation infolge einer verminderten Synthese von "primaren" Methylgrup- 
pendonatoren. Dies bedingt wiederum eine verminderte Ethanolamin-Methylierung zu ChoHn, welches als 
Phosphatidylcholin in biologischen Membranen eingebaut, als Cholindonator fur den obligaten Neurotrans- 
mitter Acetylcholin dient. In defizitaren Notsituationen wird deshalb — zur Aufrechterhaltung der Acetyl- go 
cholin-abhangigen Neurotransmitterfunktion — Phosphatidylcholin aus der Nervenmembran abgebaut, 
was zum Funktionsverlust der Membranen und damit zu Erkrankungssymptomen vom oben angesproche- 
nenTyp fuhrt. 

Aus den angefuhrten Veranderungen leiten sich iiber Membranveranderungen div^srse Stoffwechseleng- 
passe ab, welche die oben angefuhrten Krankheitssymptome auch indirekt zur Folge haben konnen, oder sie es 
zumindest entscheidend in ihrer Genese oder ihrem Schweregrad mitbestimmen. 

Die Methyltransferasen, mit S-Adenosyl-methionin (SAM) als Hauptmethylgruppendonator, werden durch 
hohe HC-Spiegei in ihrer Funktion bis zu 60% negativ beeintrachtigt. Bei entsprechend langer andauernder 
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HC-Anreicherung kann es zu irreversiblen Schaden an den NMDA-Rezeptoren durch Ca'^'*"-Einstrom 
kommen. Dies konnte, neben der Tatsache, daB Mangel an CHa-Gruppen Adrenalin und andere Neuro- 
transmitter massiv beeintrachtigt, einer der Griinde fiir Hirnleistungsstorungen im Alter sein. 

5 Ein zusatzlicher Bedarf an Vitaminen ist dann erforderlich, wenn aus medizinischer Sicht eine Avitaminose 
vorliegt. Dabei geht man aus von der Normalsituation, d. h. dem unauffalligen, symptomlosen Probanden. Die 
Diagnose des plasmatischen Vitaminpegels orientiert sich an bekannten metabolischen Vorgangen und ihrer 
Abhangigkeit von den jeweiligen Vitaminen. Eine soiche Betrachtungsweise tragt aber den wirklichen Gegeben- 
heiten nicht voll Rechnung, denn es werden dabei folgende Tatsachen nicht mit einbezogen: 

10 a) Mit zunehmender oxidativer Schadigung (Alter, Infektionen, ischamische Begebenheiten) vermindern sich 
die Affinitaten fiir die Transportvektoren und Rezeptoren (Apoenzyme) der angesprochenen Vitamine. Man 
stellt hier ein sogenanntes "wobbling" fest, ein Begriff, der insbesondere im Zusammenhang mit dem genetischen 
Code bekannt ist. Im vorliegenden Fall will dieser Begriff zum Ausdruck bringen, daB ein Protein infolge einer 
molekularen Veranderung weniger effizient ist. um eine metabolische Leistung zu vollbringen. Im Falie einer 

15 Vitamin-abhangigen Katalyse bedeutet dies, daB trotz unauffailiger Serumwerte fur das Vitamin, die von ihm 
geleistete Katalyse deutlich unter den "Normal"- Anforderungen liegt. Aufgrund einer weniger effizienten Kata- 
lyse kommt es zu einer verminderten Produktbildung, die sich erst dann wieder normalisiert, wenn der "Coen- 
zymdruck" und dadurch die Geschwindigkeit der Katalyse erhoht wird, d. h. also wenn dem Korper mehr 
Vitamin eines bestimmten Typs, als es der "Normalbedarf erfordert, zugefuhrt wird. 

20 b) Die hier angesprochenen Vitamine besitzen uber die bekannten Katalysefunktionen hinaus noch weitere 
metabolische Funktionen. Diese Auffassung ist neu und gilt nach letzteren Befunden insbesondere fiir das 
Vitamin Be, welches uber sein N-zentriertes Radikal ein hervorragender Radikalscavenger fur C-, S- und 
N-zentrierte Radikale der atherogenen, aber auch anderer pro-oxidativer Stoffwechselreaktionen ist. 

FQr das Vitamin B12 haben sich iiberraschenderweise ahnliche, nicht Methylgruppen-transferierende Funktio- 

25 nen ergeben, namlich im Zusammenhang mit dem Energiemetabolismus und dem Neurotransmitter- Amin-Me- 
tabolismus (insbesondere im Zusammenhang der Stoffwechselsynthese von Dopamin, Noradrenalin und Adre- 
nalin). 

c) Homocystein-initiierte Cooxidationen sind ortsspezifisch. Durch die fiir HC charakteristische, ortsgebunde- 
ne oxidative Eigenschaft schadigt das HC Enzymfunktionen in seiner unmittelbaren Nachbarschaft. 
30 Diese Schadigung ist insbesondere an Enzymen zu beobachten, die als Cofaktoren die oben angesprochenen 
Vitamine benutzen. Dies bedeutet, daB — wenn durch irgendeinen Ausloser der HC- Wert ansteigt — damit auch 
automatisch eine potentielle Malfunktion der Enzyme angedeutet ist. welche im Bereich des HC katalytisch aktiv 
sind. Soiche Enzyme sind bekanntermassen Enzyme des Schwefelaminosaure- und Methylgruppen-Metabolis- 
mus. 

35 Aus dem oben Gesagten ergibt sich, daB eine HC-Erhohung zu Erkrankungen, wie Arteriosklerose. Parkinso- 
nismus, Alzheimer und seniler Dementia fiihren kann. Bei einer ausreichenden Gabe einer Kombination von 
Folsaure, Vitamin Be und Vitamin B12 ist eine Korrektur des Vitamin- Pegels und damit der vorstehend genann- 
ten Affinitatsverluste bzw. der oxidativ reduzierten Funktion der korrespondierenden Apoenzyme moglich. 

40 Experimentelle Befunde 

1. Es wurde experimentell gezeigt, daB HC ortsspezifisch oxidativ wirkt und Molekule in unmittelbarer 
Nachbarschaft schadigt Dagegen werden Molekule, welche mehr an der Peripherie liegen, nicht erreicht; soiche 
Molekule konnen durch zellulare Antioxidantien, wie Glutathion, etc., geschutzt werden. 

45 2. Es wurde gezeigt, daB HC oxidativ Substrate seines eigenen Metabolismus (Methionin und dessen Derivate) 
sowie biogene Amine vom Dopamin- Adrenalin-Typ zerstort und damit wie eine "uberschieBende" Monoamino- 
oxidase (MAO) wirkt Letzteres erklart die Storungen neuraler Funktionen. AuBerdem konnte gezeigt werden, 
daB Vitamin Be und Vitamin B12 diesen destruktiven Angriff retardieren. 

3. Im Gegensatz zum homologen Cystein kann HC ein Endolacton (Thiolacton) bilden, welches Additionsreak- 

50 tionen eingeht und sich an essentielle Biomolekule in der unmittelbaren Nachbarschaft addiert und dabei diese 
inaktiviert So konnte gezeigt werden, das ein erhohtes Angebot der hier infrage stehenden Vitaminkombination 
diesen Effekt reduziert 

Die vorstehenden experimentellen Befunde eriauben den uberraschenden SchluB, daB durch eine erhohte 
Homocystein-Konzentration ausgeloste Reaktionen, welche BlutgefaBe und Nervengewebe negativ beeinflus- 

55 sen, mittels erhohter Gaben einer Vitaminkombination aus Folsaure, Be und B12 verhindert bzw. vermindert 
werden konnen. Der genannten Vitaminkombination. in welcher die einzelnen Vitamine kooperativ und synergi- 
stisch miteinander wirken. kommt damit uber ihre bekannten Einzelfunktionen hinaus ein bedeutendes Schutz- 
und Katalyseprinzip zu. Wie nachfolgende Versuche zeigen. ist die beanspruchte Dreierkombination auch jeder 
moglichen Zweierkombination uberlegen. 

60 Herstellung von erfindungsgemaBen Vitaminkombinationen: 

a) Fiir eine erfindungsgemaBe Vitaminkombination, die zur Injektion bestimmt ist, werden in jeweils 5 ml 
die folgenden Komponenten formultert: 

65 Folsaure 1 mg 

Vitamin Be 5 mg 

Vitamin B| 2 (Hydroxycobalamin) 1 mg 
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b) Fiir eine Praparation, die zur oralen Verabreichung bestimmt ist, wird eine Filmtablette formuliert, die 
folgende Bestandteile enthalt: 

Folsaure , 0,2 mg 

Vitamin Be - 8 mg 

Vitamin Bt 2 (Cyanocobalamin) 0,01 mg 

Hilfsstoffe 

Den erfindungsgemaBen Vitaminpraparationen konnen Hilfsstoffe zugegeben werden, wie z. B. Substanzen 
zur pH-Einsteilung, Lidocain als Lokaianasthetikum, NaCl zur Einstellung der Tonizitat, etc. 

Die Verwendung von Hilfsstoffen richtet sich nach der jeweiiigen Verabreichungsform. Es ist insbesondere 
vorgesehen, die erfindungsgemaBe Vitaminkombination fiir die orale und parenteraie Verabreichung zu formu- 
lieren. 

Die FCombination der erfindungsgemaS verwendeten Vitamine vom Typ B kann, je nach der Verabreichungs- 
form, variieren. Vorgesehene Konzentrationsbereiche fur die einzelnen Komponenten sind wie foigt: 

Folsaure 0,1 —5 mg. vorzugsweise 0,2—1 mg 
Vitamin Be 1 — 100 mg. vorzugsweise 5—10 mg 
Vitamin B12 0,01 —2 mg; vorzugsweise 0,01 — I mg 

Experimentelle Arbeiten 

Im folgenden soil untersucht werden. in welchem MaBe die erfindungsgemaBe Kombination aus Vitamin Be, 
B12 und FS (Folsaure) oder eine Zweierkombination der genannten Einzelkomponenten in der Lage ist, einen 
erhohten Homocysteinspiegel abzubauen. 

I. Versuchsdurchfuhrung 

Zur Untersuchung der Stoffwechselwege des Homocysteins wurde die ^^C — NMR-Spektroskopie an isolier- 
ten Schweinehepatozyten durchgefuhrt Zu diesem Zweck wurde 2,4-'3(2;_Homocystein synthetisiert. Die zweifa- 
che Isotopenmarkierung wurde gewahit, um sowohi Information von C2-Koh!enstoffatome, als auch uber die 
C4-Kohlenstoffatome zu erhalten. 

1. Isolierung und Aufreinigung von Schweinehepatozyten 

Es wurde von Leberlappen von Siuen und kastrierten Ebern (5 und 15 Monate) ausgegangen. Um dieses 
Projekt nicht durch krankhafte Tiere zu gefahrden, wurden ausschiieBlich Schweine verwendet, die weder 
Krankheitssymptome aufzeigten, noch mit veterinarischen Medikamenten behandelt wurden. 

Die Leberlappen wurden gegebenenfalls mittels eines steriien Skaipells verkleinert, so daB sie etwa ein 
Gewicht von 150 g besaBen. Dann wurde jede Leber mit 500 ml eiskalter 0,9%iger NaCl-Losung mit Hilfe einer 
50 ml Spritze gespult. Zum Transport wurde sie in 1 1 eiskalte 0,9%ige NaCI-Losung gelegt und zur Perfusions- 
anlage transportiert 

Jede Leber wurde in einen Buchnertrichter gelegt und uber Pipettenspitzen (20—200^1) mit den Medien 
versorgt Der Oxygenator war mit einer Peristaltikpumpe (120 ml/min) und einem Gaszyiinder mit O2 ^ 95% 
und CO2 = 5% (ca. 2 Blasen/Sekunde) verbunden. Das gesamte System befand sich in einem 40° C temperierten 
Wasserbad. Wahrend der Perfusion wurde der Druck im System zwischen 40 und 60 cm Wasserdruck eingestellt 
und iiber ein offenes Manometer kontrolliert 

Jede Leber wurde dann in 1 ,1 I Puffer (8,3 g NaCI. 0,5 g KCI, 2,4 g Hepes pro liter) und anschlieBend mit 400 ml 
einer Collagenaselosung (200 mg Collagenase in 100 ml Puffer, bestehend aus 3,9 g NaCI, 0,5 g KCI, 24 g Hepes, 
0,7 g CaCh -21-120 pro Liter) unter Rezirkulation gespult. Wahrend der gesamten Perfusion wurde darauf 
geachtet, daB das Gewebe immer gleichmaBig durchspult wurde und sich in den Schlauchen keine Luftblasen 
bildeten. War die Leber stark geschwollen und bildete sich sogenannter SchweiB an der Oberflache, mufite die 
Perfusion beendet werden. 

Die Leber wurde dann in ein steriles GefaB mit etwas Puffer (2,0 g BSA, 9,91 g HBSS ( — Hanks balanced salt 
solution), 2,4 g Hepes) gegeben und in kleine Stiicke geschnitten. Die entstehende Suspension wurde uber einen 
Buchnertrichter und anschlieBend uber ein 250 [tm Nylonfilter gefiltert Der Filter wurde mit eiskaltem Puffer 
(wie vorstehend) gewaschen. Das BSA in diesem Puffer inaktiviert die Collagenase, so daB keine weiteren Zellen 
zerstort werden. Das Filtrat (ca. 200 mi) wurde auf vier 50 ml Zentrifugenrohrchen aufgeteilt und etwa 5 min bei 
4°Cinkubiert. 

AnschlieBend wurde die Suspension 4 min bei 4°C und 100 g zentrifugiert (Sorvall RC-3B). Der Oberstand 
wurde verworfen und das Pellet (Hepatozyten) in Puffer (9,91 g HBSS, 4,8 g Hepes) resuspendiert und wiederum 
zentrifugiert Dieser Vorgang wurde noch einmal wiederholt. AnschlieBend wurden die Zelien in 100 ml Williams 
Medium E aufgenommen und iiber ein 250 \im Nylonfilter gefiltert. Eine Probe des Filtrats wurde mit der 
Trypanblaulosung 1 : 1 verdunnt, die wiederum 1 : 1 mit dem Medium verdunnt wurde, so daB letztlich eine 
Verdunnung von 1 : 4 vorlag. 

Nach 5 Minuten wurden die Zellen in einer Burker-Zahlkammer ausgezahlt und ihre Lebensfahigkeit be- 
stimmt 
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2. Inkubation mit 2,4*^C-Homocystein 

Pufferzusammensetzungen 
Waschpuffer(pH7,4): 
5 llSmMNaCI 
4.8 mM KCl 
1 mM KH2PO4 
UmM MgSO4 -7H20 
1 mM Glucose 
10 3,4mMCaC!2 

Inkubationspuffer(pH 7.4): 

+ 0,3 mM Serm 

+ 5 mM 2,4*^C-Homocystein 

15 

Isolierte Hepatozyten wurden mit dem Waschpuffer gewaschen und erneut zentrifugiert Die so erhaltenen 
Zellen wurden in einem Gesamtvolumen von 10 ml aufgenommen. AUe Inkubationen wurden in 20 mm NMR- 
Rohrchen durchgefuhrt. Die Zellen wurden wahrend der Inkubation mit Carbogen begast, urn physiologische 
Bedingungen aufrechtzuerhaiten. Zudem wurden Waschflaschen vorgeschaltet, um Volumenverluste auszuglei- 
20 chen. 

Der Inkubationspuffer (ca. 18 ml/Rohrchen) wurde in den Rohrchen auf 37** C temperiert. Die Vitaminkonzen- 
tration wurde bezogen auf den Vitamingehalt der erfindungsgemaBen Kombination (Vitamin Be 5 mg/4 ml. 
Vitamin B12 1 mg/4 ml. Foisaure 1.1 mg/4ml) und umgerechnet auf eine Leber von 500 g. Bel einem Inkubations- 
volumen von 2 ml Leberzellen bedeutet dies eine durchschnittliche Vitaminkonzentration. bezogen auf 1 g 

25 Feuchtgewicht. der nachstehenden Werte: Be 10 ^ig/g. Bj 2 2 fig/g, Foisaure 2,2 ^g/g. Nach 30 Minuten wurde die 
Inkubation beendet, indem die Zellen auf Eis gestellt wurden. Dadurch verlangsamte sich schiagartig ihre 
Stoffwechselleistung. AnschlieBend wurden die Zellen im Inkubationspuffer 5 Minuten bei 2000 UpM und 4''C 
zentrifugiert. Der Oberstand wurde dann sofort in flQssigem Stickstoff eingefroren und bei -45'*C und 5 - 10" 2 
Torr gefriergetrocknet. Nach der Gefriertrocknung wurden die Oberstande in 2 ml bidestilliertem Wasser 

30 aufgelost und mit 200 ^i! D2O und 200 jil Dioxan versetzt und vermessen. 

3. Zellextraktion 

Die Pellets wurden etnmal im Waschpuffer resuspendiert und wiederum 5 Minuten bei 2000 UpM und 4°C 
35 zentrifugiert. Um an die Inhaltsstoffe der Zellen zu gelangen. wurden diese wie folgt durch die Behandlung mit 
Perchiorsaure aufgeschlossen: 

Die Zellpeliets wurden unter N2 zermdrsert Ein Gramm Feuchtgewicht wurde mit einem Milliliter 6%iger 
HGIO4 10 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde gesammelt und das Pellet erneut mit 6%iger HCIO4 
auf Eis inkubiert und zentrifugiert (10 min/3000 UpM/4*'C). Auch dieser Oberstand wurde gesammeit und mit 
40 dem ersten Oberstand vereinigt. Alle Oberstande wurden nun mit 2 N KOH auf einen pH von 7,4 eingestellt und 
10 Minuten auf Eis inkubiert. Das dabei ausgefallene Perchlorat wurde 10 Minuten bei 4000 UpM abzentrifu- 
giert Die erhaltenen Oberstande wurden in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -45*C S-IO"^ jorr 
gefriergetrocknet 

45 4. Experimentelle NMR-Spektroskopie 

Alle Spektren wurden an einem AMX 400 WB NMR-Spektrometer der Firma Bruker aufgenommen. Folgen- 
de Gerateparameter dienten zur Aufnahme der *^C-Spektren: 

50 90** Puis : entsprich 1 1 3.5 fis 
TD = 32 K Datenmatrix 
NS: 20000 Zahlen der Akkumulationen 
D 1 : 2 S Wartezeit zwischen aufeinanderfolgenden Pulsen 
DS: 2 dummy scans 

55 

Fur die NMR-Messungen in einem 10 mm Rohrchen wurden die Proben wie folgt aufgelost: Die gefrierge- 
trockneten Proben wurden in 2 ml H2O aufgenommen und auf den pH von 7.4 eingestellt Die Proben wurden 
to Minuten bei 4**C und 3000 UpM zentrifugiert 2 ml des erhaltenen Ober^- indes wurden mit 0,2 ml 5 M Dioxan 
und 0.2 ml D2O versetzt 

60 

5. Auswertung der *^C— NMR-Daten 

Bedingt durch die Oberlappung vieler C2-Resonanzen, wurden nur die C4-Resonanzen zur Auswertung 
verwendet Die C4-Resonanzen von Homocystein (Hcys), Methionin (Met). Cystathionin (Cyst) und S-Adenosyl- 
65 homocystein (SAH) wurden genau zugeordnet Die C4-Resonanzen von Hydrolyse- und Abbauprodukten (z. B. 
Homolanthionin und 2-Hydroxy-4-mercapto-butyrat-homocystein-disulfid) ergeben uberlappende Resonanzen 
bei 33.9 ppm. Zur Quantifizierung eines Peaks "x" wurden die entsprechenden Peakintensitaten durch die 
Intensitat der CH2-Gruppe in Dioxan (interner Standard) dividiert Pr-Int x/Int Dioxaa 
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II. Ergebnisse 

Fur die Untersuchung des Einflusses der infrage stehenden Vitamine auf den Homocysteinstoffwechsel sind 
uberwiegend die Oberstande der inkubierten Hepatozyten mittels '^C— NMR-Spektroskopie untersucht wor- 
den, da Homocystein- und Methioninstoffwechselprodukte "in vivo" extrazellular (z. B. im Serum) zu detektieren 5 
sind. Folgiich sind diese Stoffwechselprodukte in den erhaltenen Oberstanden zu finden. 

Es wurde festgestellt, daB fur die Auswertung nur die C4-Resonanzen von Bedeutung sind. Die intensivste 
Resonanzlinie bei 33,9 ppm kann den Homocysteinabbauprodukten Homoianthionin und 2-Hydroxy-4-mercap- 
to-butyrat-homocystein-disulfid (jeweils C4) zugeschrieben werden. Weiterhin sind die C4-Resonanzen von 
Methionin, Homocystein, Cystathionin, S-Adenosylhomocystein (SAH), Ketobutyrat und Gluthation identifiziert 10 
worden. 

I i3Q_ jsjj^R Untersuchungen an Zellextrakten von Schweinehepatozyten 

RoutinemaBig wurden '^C— NMR-Spektren der Zellextrakte aufgenommen und untersucht In einigen dieser 15 
Spektren wurden Spuren der markierten Metabolite Homocysteine Methionin und Cystathionin gefunden, 
weiche jedoch die nachstehend unter 2. beschriebenen Untersuchungen nicht beeinflussen. Die gefundenen 
Hinweise auf die genannten Metabolite sind in keinem Fall signifikant. da sie nur eine geringfiigig hohere 
Intensitat als die Rauschsignale aufweisen. Es zeigten sich jedoch Signale von natiiriich vorkommenden Verbin- 
dungen, z. B. der Aminosauren Taurin, Alanin und Vaiin sowie Phosphorylcholin. 20 

2. Verteiiung der *^C-Markierung von 2,4-*^C-Homocystein 

Der EinfluB der Vitamine auf den Homocysteinabbau laBt sich am besten an Hand der relativen Intensitat (Pr) 
der verschiedenen Metaboliten darstellen. Die Effekte der einzelnen Vitamine. Vitaminkombinationen und der 25 
erfindungsgemaBen Kombination sind in der nachfolgenden Tabelle I dargestellt. Die Werte fiir Ir wurden auf 
100% des Kontrollversuches bezogen. Die Ergebnisse der Experimente mit Vitaminen und Vitaminkombinatio- 
nen sind ebenso relativ zu den KontroUversuchen in Prozent ausgedruckt. 

Aus der Tabelle I geht hervor, daB S-Adenosyl-Homocystein bis zu einer Grenzkonzentration gebildet wird 
und dann ein Abbau von anderen Produkten als Cystathionin und Methionin erfolgt Die Abweichungen (ca. 30 
15%) des Gesamt-*^C-Poois sind durch unterschiedliche Akkumulationen der '^C- markierten Metabolite in den 
Hepatozyten begriindet. 

Dieser Effekt ist in der vorliegenden Studie nicht berucksichtigt worden. 
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III. Diskussion der Versuchsergebnisse 

Fur den Homocysteinabbau gibt es zwei Stoffwechselwege: erstens uber Methionin, und zweitens uber 
Cystathionin. Aus diesem Grunde wird im folgenden ein Vergleich der Versuche mit den einzelnen Vitanninen 
und deren Kombination mit Experimenten ohne Vitamine durchgefiihrt Die signifikaten Anderungen der 
Methionin- und Cystathioninkonzentrationen sind in der nachfolgenden Tabelle II dargestellt. 

Tabelle II 

Vitamin ^Met % ^Cyst % 

100 100 
Bg 66 118 

B^^ 110 82 

FS 133 98 

^12 ^6 9^ 6S 

Bg + FS 136 121 

Bg + + 3.20 150 

(Medivi tan) 



Die Daten aus der vorstehenden Tabelle zeigen, daB beide Stoffwechselwege miteinander gekoppelt sind. Die 
Werte fur Met/Cyst (Spalte 1 in Tabelle I) iiegen — unter Berucksichtigung der Fehlergrenze — in vier Fallen 
bei ca. 130%. Dieses Verhaltnis andert sich zugunsten des Stoffwechselweges uber Cystathionin bei Zugabe von 
Be, Be und FS oder Be, Bu + FS. Aus Tabelle I ist weiterhin ersichtlich, daB uber die gesamte Versuchszeit 
betrachtet, die relativen Konzentrationen der Homocysteinabbauprodukte etwa konstant sind. Dies bedeutet, 
daB der OberschuB an Homocystein auf zwei Wegen abgebaut wird: 

1) In beiden Stoffwechselwegen uber Methionin, SAH und Cystathionin, 

2) uber die Abbauprodukte Homolanthionin und 2-Hydroxy-4-mercapto-butyrat-homocystein-disuIfid, so- 
wie ein Hydrolyseprodukt. 

Tabelle I zeigt weiterhin, daB bei Zusatz der erfindungsgemaBen Vitaminkombination die Homocysteinkon- 
zentration in uberraschenderweise absinkt Dagegen werden fur I^^^r. I^^^^^'^r und I^^^^^r die hochsten Werte 
gefunden. 

Die vorliegenden Versuche bestatigen somit eindeutig, daB mit Hilfe der erfindungsgemaB verwendeten 
Vitaminkombination der Homocysteinspiegel gesenkt und damit eine prophylaktische bzw. kurative Verbesse- 
rung des in Anspruch 1 angesprochenen Krankheitssymptoms erzieit wird. 

Patentanspriiche 

1. Verwendung einer Kombination aus Folsaure, Vitamin Be und Vitamin B12 zur Vorbeugung von Nerven- 
degenerationserkrankungen und Altersdementia, 

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei die Kombination die Vitamine vom Typ B in folgenden Konzentra- 
tionen enthalt: 

Folsaure 0,1—5 mg, vorzugsweise 0,2—1 mg 
Vitamin Bel — 100 mg, vorzugsweise 5— 10 mg 
Vitamin Bt2 0.01 — 2 mg; vorzugsweise 0,01 — 1 mg 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Vitaminkombination zur oralen 
oder parenteralen Verabreichung formuliert wird. 

4. Verwendung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Vitaminkombination als Injektionslo- 
sung formuliert wird, 

5. Verwendung nach Anspruch 1 bis 4, zusammen mit einem pharmazeutisch annehmbaren Verdiinnungs- 
mittel, Adjuvans oder TragermitteL 

6. Verwendung nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5, wobei als Hilfsstoffe Substanzen zur 
pH-Einstel!ung oder zur Einstellung der Tonizitat zugegeben werden. 
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